Die Wirkung von Zytostatika auf die Funktion der Polyphenoloxydase by Balogh, P & Frenyó, V
B!H W l R ! H \ ( i  YOY ZYTOSTATIKA AUF B!F FUNKTION 
DKR PO!A PHFXO! OXYOASE
von
P. BALOGH und V. FR EN Y Ö
Pfitmzenpiiysiologischer LehrstuM  der E ötvös Lóránt! U niversität, B udapest 
Eingegangen: 30. Septem ber 1969
In  den letzteren Juhién  wandte m an zahlreiche solche Verbindungen als 
Medikamente an, die sich hei der Behandlung der von bösartigen Geschwülsten 
verursachten Erkrankungen als wirksam erwiesen. Die bisherigen, vielver­
sprechenden Ergebnisse eifern die Forscher zur Herstellung stets neuerer und 
neuerer Verbindungen an. Der W irkungsmechanismus der bisher angewandten 
Präparate  ist tro tz der ausgedehnten Forschungsarbeit nicht in allen seinen 
Einzelheiten bekannt. Deshalb sind also all diese Versuche, die diese W irkungs­
weise — eventuell dadurch, daß man ihr von verschiedenen Seiten her näher­
t r i t t  — zu klären versuchen, zweifelsohne begründet.
Sowohl unsere bisherigen als auch die sich im Gange befindendenV ersuche 
weisen m it den M itteilungen anderer Forscher ( P é t e r f i  u. M itarb. 19a9, 
S a b e l  u. M itarb. 1963, M a r  ó t  i 1967) zusammen darau f hin, daß die in 
der hum anen Heilkunde gebrauchten Z ytostatika im allgemeinen auch die 
pflanzlichen Lebensprozesse beeinflussen. Dieses Faktum  ha t auch von p rak ­
tischer Seite eine Bedeutung. Die Auswahl der eine zytostatische W irkung zei­
genden Verbindungen aus der Menge der zur Verfügung stehenden Verbindun­
gen (screening) sowie die genaueren Reihenuntersuchungen (testing) sind sehr 
komplizierte Aufgaben, die viel Zeit, entsprechende Ausrüstung und ein gutes 
Fachpersonal beanspruchen ( S e i l e i  — E c k h a r d t  — N é m e t h  1968).
Durch die Sammlung einer entsprechenden Menge von Angaben wird 
eventuell bezüglich der Zytostatika die Ausarbeitung eines derartigen U n ter­
suchungssystems möglich, das auch diese einfachen, raschen und demzufolge 
billigen Methoden verwerten kann.
Diese Untersuchungen können dazu als Modelle dienen, daß wir in  der 
K enntnis des — heutzutage noch zum guten Teil ungeklärten — hum anen und 
tierischen W irkungsmechanismus der Z ytostatika einen Fortschritt machen 
können.
In unserer vorliegenden Abhandlung wünschen wir über jene U ntersu­
chungen zu berichten, im Laufe derer wir — nach vorangehenden inform ativen 
Untersuchungen ( B a l o g h  — F r e n y ó  1967) — versucht haben, die durch 
pflanzliche Enzyme katalysierten Reaktionen m it gegen den Krebs angewand-
ten Xytostutikit xti !)ceini!usscn. Í!n i^auie der t ntetsnetm n^en e!*\vies sie!i 
die Polyphenoloxydase, deren au f reine Substrate ausgeübte oxydierende Wir- 
kung wir mit deti untersuchten Zytostatika hemmten als sein- geeignet.
Hatería) und Mcthode
Als Prinzip verfolgten wir folgendes Verfahren: es wurde Polyphcnoloxvda- 
se in Pufferlösung mit verschiedenen Verdünnungen von Zytostatika vermengt. 
Ais Substrat (heute Tyrosin sowie Brenzkatechin. ))as Gemisch kam in ein 
Wasserbad und (he entstandene Farbenreaktion wurde auf Grund des Rxtink 
tionswertes mit dem Photomcter gemessen.
Lösungen: ). Witbrige Lösung von Polyjthenoloxydase. — Anfangs haben 
wir die Lösung aus Kartoffeln (nach dem etwas modifizierten Verfahren von 
K u  h o  w i t z )  hergcstcHt. sodann im weiteren das im Handel erhältliche, 
in holmm (trade gereinigte Fnzytn benutzt (Fabrikation von Koch-Light bzw. 
Sigma). Die Stammlösung enthielt Fnzym evon K) Rbnl.
-- Bhos[)hat[)uffer. — Bas Tyrosin wurde in einem Puffer von pH 6,3. 
<)as Brenzkatechin in einem von pH 6.0 gelöst.
6. t yrosin Substrat. — BasAIilliliter der Lösung enthielt 0.33 mg Tvrosin.
4. Brenzkatechin-Substrat. — Bie Lösung enthielt 1.13 mg/ml.
3. Bie untersuchten Zytostatika:
Wäbrigc Lösung von l,6-bis-(^ Ghloräthyl-Amino) l,6-Besoxv-B-.Man 
nit dihydrochtoricum (,.Begranol". verkürzt DG).
(?̂) Wäbiige Lösung von 6-\tercapto])urin (verkürzt MP).
Bie tyrosinhaltigen Mischungen wurden 30 Min., die hrcnzkatcchinhattigen 
30 Min. iang in einem Wasserbad von 26°G gehalten. Bie In tensitä t der e n t­
standenen karbenreaktion wurde gegen Wasser m it dem Spektromom Photo- 
metcr ))ci 430 gm gemessen.
L rg c b n is s c  u n d  B e s ju e c h u n g
Zuerst vergleichen wir die hemmende Wirkung der zweierlei Zytostatika 
(..DG" und ,.M P ")au fd ic  Polyphenoloxydase aufeinem  Brenzkatcchinsulistrat 
auf der fab. 1 und 2.
7.
Mcnktiimsie-inisch Urinxkat ichia t'oiyjUtenoloxytlasc Zytnstatikmn
!G P . B A L O G H  — V. F R E N Y Ó
„DG"
mg/ml 0,0 0,1 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
E xtink tion  des Gemisches 0 ,4 5 0 0 ,445 0,3S0 0 ,3 4 0 0 ,3 2 0 0 ,2 9 0 0 ,2 0 0 0 ,245
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Heaktionsgcniisch ^ Brenzkatechin + Bulyp)ten<'luxydase +  Zytostatieuni
Das zytostatische Substanzen nicht enthaitende Reaktionsgemisch zeigte 
nach 30 Min. einen E xtinktionsw ert von 0,450. Dagegen wird das R eaktions­
gemisch m it der zytostatischen Substanz weniger braun und beweist, daß die 
W irkung der Polyphenoloxydase au f das Substra t vom Zytostatikum  gehem m t 
wird. Die hemmende W irkung des „MP" war viel größer als die des „DG".
Insofern diese Zytostatika das Enzym  tatsächlich  hemmen, so muß ihre 
W irkung auch neben anderen Substraten  eine ähnliche Tendenz zeigen. Diese 
Tatsache führen wir au f der Tab. 3 und 4. vor.
Ta6cH e 7 P .
Hcaklionsgemisch =  Tyrosin +  Polyphenoloxydase +  Zytostatikum
Die Angaben beweisen, daß auch im Falle eines anderartigen Substrates 
die W irkung der zweierlei Zytostatika die gleiche Tendenz aufweist, ja  der 
U nterschied in der In tensitä t zwischen den beiden Z ytostatika betreffs der 
W irkung noch ausgeprägter erscheint! Das ,,MP ' hat sich, zum indest bezüglich 
der Polyphenoloxvdase als ein viel stärkerer Enzym inhibitor erwiesen als das 
„DG".
Die folgenden beiden Formeln zeigen, welche abweichende S truk tu r die 
angewandten zweierlei Z ytostatika haben.
2 ANNALES — Sectio Biologien — Tomus 12.
"MT" j 
mg/nd 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 o.e o,8 1,0
E x t in k t io n  d e s  G e m isc h e s  0 ,4 3 0 0 ,3 4 5 0 ,300 0 ,2 5 0 0 ,1 5 0 0 .100 0 ,0 6 0 0 ,040 0 ,0 2 0
„MP"
mg/ml 0,00 0,01 0,02 0.03 U. S. W.
E x t in k t io n  d e s  G e m isc h e s
!
0 ,320 0 ,0 0 0 0 ,0 0 0 0 ,0 0 0 U. S. W.
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l le a k tin n s ire m is t) )
A u fg ru n d  der abweichenden Zusammensetzung und der sein- unterschied­
lichen S truk tu r der Formein müssen wir voraussetzen, daß der Angriffspunkt 
der beiden Inhibitoren und ihr cnzymhemmender W irkungsmechanismus im 
Faiie der Polyphenoloxydase nicht gleich ist. Unserer Ansicht nach ist auch die 
Folgerung zuläßlich, wonach ,,DG" und ,,MP" als zytostatische Medikamente 
gleichfalls durch ihren abweichenden Mechanismus ihre W irkung gegen den 
Krebs ausüben.
Die Erwägung dessen, ob die therapeutische W irkung der zweierlei Medi­
kam ente m it der au f die Polyphenoloxydase ausgeübten inhibitorischcn Wir­
kung proportionell sei, fällt außerhalb der Zielsetzung dieser Abhandlung.
Zusammenfassung
Es wurde im Zusammenhang m it der Polyphenoloxydase pflanzlichen 
Ursprunges die enzymhemmende W irkung zweier zytostatischer Medikamente 
abweichender S truk tu r (M crcaptopurin und Degranol) einerseits au f einem 
Tyrosin-, andrerseits au f einem Brenzkatechin-Substrat untersucht. In  jedem 
Falle stellten wir eine inhibitorische Wirkung mit einer Verschiebung in dieselbe 
R ichtung fest; das heißt, M ercaptopurin h a t bei beiden Substraten  die k a ta ­
lytische W irkung der Polyphenoloxydase stärker gehem m t als Degranol.
A uf Grund der stark  abweichenden chemischen Zusammensetzung und 
des strukturellen Aufbaues der Moleküle halten wir den gleichen W irkungs­
mechanismus der beiden .Medikamente für ausgeschlossen.
In unserer Abhandlung können wir bezüglich des Zusammenhanges zwi­
schen der W irkung des au f dem Testobjekt (Polyphenoloxvdase +  Substrat) 
wahrgenommenen Inhibitors sowie der therapeutischen zytostatischen Wirkung 
zwar noch keine Stellung einnehmen, doch vertreten wir die Meinung, daß cs ein 
solches Testobjekt zu finden, das die schnelle Auswahl der für die sehr kost­
spieligen Tierversuche und der diesen folgenden klinischen U ntersuchungen 
entsprechenden Inhibitoren erleichtern könnte, möglich sei.
u m "
nig/tn! 0,0 0,2 0,4 0,0 0,S
E xtink tion  des Gemisches 0,320 0,318 0,315 0,310 0,290
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T'aAeHe / I / .
Tyrosin +  I'otyphcnoloxy tlase + Zytostatikum
1.0 1.4 1.0 1.8 2,0 3,0 4,0 5,0
0,270 0,240 0,200 0,180 0,170 0,170 0,140 0,120 0,110
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